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動脈硬化病変に基づ く重要臓器の梗塞死(心 筋梗塞や脳梗塞)は 我が国におい
ては今や癌 に次 いで死因の第2位 を占めてお り、その発症機序の分子 レベルでの解
明が急務 となっている。成人の体内にある全ての血管の総延長は推定で10万km
にもおよび、血管が我々の身体の中で占める重要性は極 めて高い。この血管の内側
を裏張 りしてい る細胞が血管内皮細胞であ り、ただ一層で血管内腔を覆っている。
血管内皮細胞 は直接血液 と接 している細胞種 であ り、単 に血液 と内皮下組織 とを隔
てる障壁 として機能 しているだけでなく様 々な因子を産生 ・放出 し、血管 と血液の
恒常性の維持に寄与 している。血管内皮細胞は血小板の粘着 ・凝集 を抑制するプロ




ンとの不活性型複合体の形成 を通 じてプロテインCを 活性化 して凝固 カスケー ドの
進行を阻害する トロンボモジュリン(EsmonandOwen,1981)、さらに一酸化窒素
(NO)を本体 とする内皮細胞由来弛緩因子(MoncadaetaL,1988)および持続的血
管収縮因子エ ンドセ リン(Yanagisawaetal.,1988)等を産生 し、血液凝固線溶系お
よび血管の トーヌスの調節に積極的に関与 している。一方、血管内皮細胞は種々の
侵襲に常時さらされてお り、侵襲に対する過剰防衛反応 の結果 として血管平滑筋細











Chart1.傷害反 応 仮 説
鯵
動脈硬化巣の形成
を取 り込んで泡沫化するが、 この泡沫細胞 は血管平滑筋細胞 に対する遊走 ・増殖因
子である血小板 由来増殖 因子(PDGF)をは じめとする種 々の因子 を放出 し、血管
平滑筋細胞の内膜への遊走 と増殖を促す。 さらに、血管 内皮細胞が剥離するような
傷害が加わると血管壁の抗血栓性が失われ、血小板の活性作用 を有す る内皮下組織
が血液 と直に接することになるので血小板の粘着 ・凝集が起 こり、このとき血小板
よりPDGFをはじめ とする血管平滑筋細胞遊走 ・増殖 因子が大規模 に放出され、血




血管内皮細胞 は塩基性線維 芽細胞 増殖因子(bFGF)を 産生 し、自 らの遊走
(SatoandRifkin,1988)および増殖(Schweigereretal.,1987)を刺激することが
知 られているが、bFGF分子中には シグナル配列がな く、主 として内皮細胞が重篤
に傷害された ときや死 に至ったときに細胞か ら逸脱 して近傍の内皮細胞 に作用する
とされる(RifkinandMoscatelli,1989)。また、傷害された内皮細胞層の修復が抗
bFGF中和抗体 によってほぼ完全 に阻害される(SatoandRifkin,1988)ことか ら、
bFGFは血管壁の修復 において中心的な役割 を果た していると考えられ る。動脈硬
化病変の防御には正常 な内皮細胞層の維持が重要であるので、内皮細胞が傷害を受
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け た場 合 に はbFGFの 活 性 が 十 分 に 発 揮 され 、 内 皮 修 復 が 速 や か に行 わ れ な け れ ば
な らない 。bFGFの 活 性 発 現 は細 胞 内 チ ロ シ ンキ ナ ーゼ 領 域 を もつFGFレ セ プ ター
に よっ て介 在 され る(GivolandYayon,1992;JohnsonandWilliams,1993;Jayeet
al.,1992)が、bFGFのFGFレ セ プ ター へ の結 合 とそ の 活性 発 現 に は、 内皮 細 胞 が
産 生 す るヘ パ ラ ン硫 酸 糖 鎖 が 必 須 的 な役 割 を果 た して い る(Yayonetal.,1991;
Rapraegeretal.,1991;Ornitzetal.,1992)(Chart2)。ヘパ ラ ン硫 酸 はヘ パ リ ン と
類 似 した基 本 骨 格 を有 す る グ リ コサ ミノ グ リ カ ンで あ り(Naderetal.,1987)、コ
ァ 蛋 白 と 呼 ば れ る 蛋 白 骨 格 に共 有 結 合 し て ヘ パ ラ ン硫 酸 プ ロ テ オ グ リ カ ン
(HSPGs)分子 と して存 在 して い る(Hooketal.,1984)。内 皮細 胞 は、 い くつ か の
HSPG分子 種 の 産 生 能 を有 して い るが 、 そ の 主 要 産 物 は大 型 分 子 種 パ ー ル カ ンで あ
り、 他 の 分 子 種 の 産 生 は 量 的 に は僅 か で あ る(Marcumeta1.,1986)。しか も
bFGFのFGFレ セ プ ターへ の結 合 を促 進 す る の はパ ー ル カ ンの ヘ パ ラ ン硫 酸糖 鎖 だ
け で あ り 、 他 の 分 子 種 の ヘ パ ラ ン硫 酸 糖 鎖 は こ の 促 進 に対 し て 拮 抗 的 に 働 く
(AviezeretaL,1994a;Aviezeretal.,1994b)。従 って 、 内 皮 細 胞 が 産 生 す るパ ー
ル カ ンお よび他 のHSPG分 子種 の量 的構 造 的変 化 は 、 この細 胞 種 に対 す るbFGFの





症 を含む血管病変を誘発する因子であることが古 くから指摘 されてきた重金属であ
る(Dingwall-FordyceandLane,1963;Revisetal.,1981;Schwartz,1991)が、鉛に
よる血管病変発 症機序はほとんど明 らかに されていない。著者が所属する研究室で
は、血管組織 を構成する細胞、特 に内皮細胞に対する鉛の影響を検討 し、鉛の細胞
毒性は低 く内皮細胞の単層維持は影響 を受けない(KajietaL,1995)ものの、増殖
静止期 の 内皮細胞 か らの組 織 プラス ミノーゲ ンアクチベ ーター(KajietaL,
1992a)の分泌およびヘパ ラン硫酸(Kajietal,1991)の産生が鉛によって著 しく
阻害 されることなどを明らかに してきた。 これらの知見 は、鉛が血管病変に関連す
る内皮細胞機能 を障害 し得る ことを示唆 しているが、鉛 による血管病 変、特 に動脈
硬化病変の発症機序を十分に理解するためには、内皮修復 とその重要 な構成部分で
ある内皮増殖に対する鉛の影響を詳細に検討する必要があると考えられる。







した場合には速 やかに凝固 し止血する。このような巧妙 な仕組みの中心的な役割 を
担っているのが血管内皮細胞であ り、この細胞は様々な因子 を産生 ・放出 し、凝固、
抗凝固、線溶の一連の調節に積極的に関与 している。血 管は通常は抗凝固 ・線溶促
進機能が優位にあるため血管内凝固は起 こらないが、内皮傷害が大規模であった り
頻回に起 こったりすると、止血応答 として血液は凝固促進性 となり、血小板の粘着 ・
凝集が引 き起 こされる。 この ような状態では、血管中膜 の血管平滑筋細胞は主とし
て血小板やマクロファ 一ージ に由来 する血小板 由来増殖 因子(PDGF)(Rossetal.,
1986)や形質転換増殖因子 β(AssoianandSporn,1986)などの増殖因子に曝露す
ることにな り、 中膜から内膜への遊走 と内膜での異常増殖が惹起 され、そのような




カ ドミウムは鉛 と同 じく血管病変 を誘発す るとされる重金属である(Reviset
al.,1g81;Houtman,1gg3;Carroll,1966)。内皮細胞はカ ドミウムに対 して高い感




れない(Kajietal.,1995)。カ ドミウムおよび鉛はともに血管病変を誘発 し得 る重
金属であるが、内皮細胞に対する毒性発現様式には違いが認められる。すなわち、
カ ドミウムは内皮細胞 によるヘパラン硫酸の合成を促進する(Kajietal.,1994b)
のに対 し、鉛はこれを阻害する(Kajietal.,1991)。また、カ ドミウムがプラス ミ
5
ノーゲンアクチベーターインヒビター1の 分泌促進を介 して液相の線溶活性 を低下
させる(Yamamotoetal.,1993)のに対 し、鉛は組織 プラス ミノーゲ ンアクチベー
ターの分泌 を阻害することによってその活性を低下させる(Kajietal.,1992a)。
これらの結果か ら、内皮細胞層の維持 に対 して も鉛がカ ドミウムとは異なった様式
で作用 し得る可 能性が考えられた。すなわ ち、内皮細胞層 は鉛によって容易 に傷害
されないが、その修復過程は鉛によって強 く阻害される可能性が考えられる。







1994)。これは、飽和密度に達 した(コ ンフルエン トの)内 皮細胞層の一部をラバー
ポリスマンやかみそ りなどで水平にはが し、培養後その部分に現れた内皮細胞の遊
走 した距離や内皮細胞の数で修復 を定量化 する方法であ る。本論文においては、 コ
ンフルエン トの内皮細胞 を調製 し、かみそ りの刃をウエルの中央部の裏側 にあ らか
じめ引いた基線 に垂直に押 し当て、かみそ りのエッジに沿ってラバーポリスマンで
細胞層の半面 を削 り取 り、削 り取った細胞 を完全に取 り除いた後、残 った細胞 を新
鮮な無血清培地 中で重金属等 で処理 し、処理終了後、細胞 をギムザ液染色 し、基線
付近の形態学的 な観察 と基線 を越えて傷害部位に現れた細胞数 を計測 して修復 を評
価 した。





められた。この時、鉛による細胞の退行性 変化 は認め られなかった。そこで、傷害









































次に、鉛以外 のカチオンに よる内皮修復 に対する作 用を検討 し、鉛の作用 と比
較 した。TableI-1に示す ように、5pMの 鉛が傷害部位に現れた内皮細胞数を有
意に減少 させたのに対 し、同濃度の亜鉛 はその細胞数を有意に増加させた。ビスマ
ス、 コバル ト、マ ンガンおよびニッケル(全 て5μM)に よる有意な変化 は認め ら
れなかった。これ らの結果か ら、内皮修復 に対する阻害作用は、他の重金属にはな
い鉛に特有の作 用である可能性が考えられ る。なお、本検討 において、亜鉛が鉛 と
は対照的に内皮修復 を促進す ることが示唆 されたが、本知見は必須微量元素である
亜鉛の生理作用を考えるうえで重要かもしれない。
Fig.1-3に、内皮修復に対する塩基 性線維芽細胞増殖因子(bFGF)と鉛の相
互作用を示 す。bFGFは単独で基線 を越えて傷害部位に現れた内皮細胞数を増加 さ
せたが、その増加は1お よび5μMの 鉛が共存することによって濃度依存的に有
















































































前節 において傷害 された内皮細胞層の修復 を鉛が阻害することが示されたが・
この阻害作用は内皮細胞増殖 の阻害 と内皮細胞 に対する非特異的な細胞毒性に起因




ある【3H】チ ミジンの取 り込 み も鉛 によって有意 に減少 した。すなわち・鉛が内皮細
胞の増殖 を強 く阻害す ることが示 された。 しか しなが ら、TableI-2に示す ように、





























































次に、鉛 に曝露 した増殖期の血管内皮細胞の形態学的観 察を行 った ところ、
Fig.1-5に示 す よ うに 、形 態 学 的 に も鉛 に よる細胞 数 の 減 少 が 認 め られ た 。 また 、









細胞が観察 されたが、全体的 には細胞の強い変性は認め られなかった。従って、鉛
による傷害内皮細胞層の修復 阻害作用は、主 として内皮細胞の増殖が 阻害されるこ
とによるものと考えられる。
TableI・3に、内皮細胞酸不溶性画分への【3Hlチミジンの取 り込みに対する鉛以
外の重金属 による影響を検討 した結果 を示す。10μMの鉛が13H1チミジンの取 り込み
を有意に減少 させたのに対 し、同濃度の亜鉛はその取 り込みを有意に増加 させた。
銅、マ ンガンおよびニッケル(全 て10μM)処理では13H]チミジンの取 り込みに有意
な変化は認められなかった。従 って、鉛は内皮細胞の増殖 を阻害する特有な重金属
であ り、内皮増殖の阻害は重 金属 に一般的 な作用ではないことが示された。また・
亜鉛が内皮増殖 の刺激を通 じて内皮修復 を促進する特有 な重金属であることも示唆
された。
前節 において、bFGFによる内皮修復の促進作用が鉛によって阻害 されること
が示 されたので、内皮増殖に対する両者の相互作用を検討 した。FigI-6に示す よ
11
































































血管平滑筋細胞の血管内膜 での増殖は、動脈硬化巣 の形成過程における最 も重
要なものの一つである(Ross,1993)。また、鉛曝露後のハ トの動脈壁において、
血管平 滑筋 細胞の 過形 成が 観察 され る こ とが報告 され てい る(Reviseta1.,
1981)。そこで、血管平滑筋細胞の増殖に対する鉛の作用 を検討 した。Fig.1-7に
示す ように、血管平滑筋細胞による13H】チ ミジ ンの取 り込みは、0.5μM以上の鉛に
よって濃度依存 的に有意に増加 した。従って、血管内皮細胞の増殖は鉛によって阻
害 されるが、血管平滑筋細胞の増殖は逆に促進 されることが示唆 された。
TableI-4に、増殖期の血管平滑筋細胞 に対する鉛の細胞毒性 を細胞か ら培地
に逸脱 したLDHを 指標 と して検討 した結果 を示す。増殖期の血管平滑筋細胞 にお

















































に一般的な作用 である可能性 も考えられる。そこで、血管平滑筋細胞 の増殖に対す
る亜鉛、銅、マ ンガンおよびニ ッケルの作 用を[3H1チミジ ンの取 り込みを指標 とし
て検討 し、鉛の作用 と比較 した。TableI-5に示すように、鉛(10μM)に よって
血管平滑筋細胞への【3H1チミジンの取 り込みは有意に増加 したが、同濃度の亜鉛、
銅、マンガンお よびニ ッケル による有意な変化 は認められなかった。従 って、本章
第1節 に示 した内皮修復阻害作用のみならず、血管平滑筋細胞 に対す る増殖促進作
用 も他の重金属にはない鉛に特有 な現象である可能性が考えられる。
ところで、血管内皮細胞層の破綻 を契機 として、内皮下組織への血小板の粘着 ・




1977)について鉛 との相互作用を検討 した。TableI-6に示す ように、血管平滑筋
細胞への[3H1チミジンの取 り込みは、PDGF、aFGFおよびbFGFの 単独添加によっ
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て有意に増加 した。鉛は単独で【3Hlチミジンの取 り込みを増加 させたが、PDGFおよ

























































討 したところ、内皮細胞による[3H]チミジンの取 り込みは、A23187によって顕著 に
































血管内皮細胞 は、血管内腔 を一層で覆っている細胞であ り、血栓止血機序お よ
び血管病変発症機序に重要な役割を果た している。内皮細胞が傷害 された場合、傷
害部位の速やか な修復が血管病変を防 ぐうえで重要である。本章において、傷害 さ
れた内皮細胞層の修復を鉛が 阻害することが示 された。すなわち、内皮細胞層の維




因する凝 固促進性や組織型プラスミノーゲ ンアクチベー ターの選択的な分泌抑制に
よる線溶活性の低下(Kajietal.,1992a)を引 き起 こすだけでな く、内皮細胞層の
傷害部位の修復 阻害を通 じて血管病変の発症 と進展に関与 し得ると考えられる。
血管内皮細胞 層の修復 は、内皮細胞の傷害部位への遊走 とその部位での増殖に
よって行 われる。本章に示 した結果は、鉛 による内皮修復の阻害が非特異的な細胞
傷害によるものではなく、主 として細胞増殖の阻害に起 因することを示唆するもの
であった。今回、検討 したカチオンの中で は内皮修復阻害作用および内皮増殖阻害
作用を有するの は鉛だけであ った。すなわち、鉛は非特異的な細胞傷害を引 き起 こ
さずに内皮増殖を抑制 して内皮修復を阻害する特有の金属であることが示唆された。
ところで、鉛は単独では内皮細胞 に対 して強い細胞毒性 を示さないが、カ ドミウム
による内皮細胞層の傷害 を増強することが報告 されている(KajietaL,1995)。そ
の機序は明らかではないが、少 なくともカ ドミウムの細胞内への蓄積 の増加やメタ
ロチオネイ ンの誘導阻害 によるカ ドミウムの細胞毒性 の増強 は否定 されている
(Kajietal.,1995)。本章の結果か ら、カ ドミウムの細胞毒性によって傷害 された
内皮細胞層の修復過程 を鉛が 阻害することにより内皮細胞層が見かけ上より重篤に
傷害 される可能性が推察 された。なお、カ ドミウムは鉛 と同様 に心血管病変を誘発
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す る危 険 因子 とされ て い る(Schroeder,1965;Revisetal.,1981;NiwaandSuzuki,
1982)が、 カ ドミウ ム は 内皮 細 胞 に対 して 強 い細 胞 毒 性 を示 し、 そ の結 果 細 胞 層 を
強 く傷 害 す る(Kajietal.,1992b)ので 、 内 皮 修復 に対 す る作 用 は検 討 され て い な
いo
血管内皮細胞は自己分泌型機能調節因子 としてbFGFを 産生 しているが、この
増殖因子は内皮細胞の遊走 ・増殖 とプロテ アーゼ活性を促進することによって速や
かな内皮修復に寄与 しているとされる(SatoandRifkin,1988)。しか しなが ら、
bFGFは分子中にシグナル を持たず 、主 として重篤に傷害 された細胞内か ら逸脱 し
て近傍の内皮細胞 に作用 し、遊走 ・増殖 を含 む機 能を調節する と考 えられている
(RifkinandMoscatelli,1989)。本研究において、鉛はbFGFに よる内皮増殖促進
作用を強 く抑制 し、その結果bFGFに よる傷害内皮修復促進作用 も強 く阻害するこ
とが示 された。従って、鉛は内皮細胞層の生理的な再構築を阻害するだけでなく、
内皮細胞層が傷害されたとき死に至 った内皮細胞から大量 にbFGFが 放出された場




一方、必須微量元素 である亜鉛は、傷害 された内皮細胞層の修復 と13Hlチミジ
ンの取 り込みを促進することが示 された。 この結果は、亜鉛が血管内皮細胞増殖の
刺激 を通 じて傷害内皮細胞層 の修復を促進 する重金属であることを示 唆 している。
これ まで、骨組織 にお ける亜鉛 の生理的役割 については詳細な検討が されて きた
(Yamaguchietal.,1988;YamaguchiandHashizume,1994)のに対 して、内皮細胞
に対す る亜鉛の生理作用に関してはほとんど有用 な知見は得 られていない。そこで、
第皿章 において、傷害後内皮 の修復および内皮細胞増殖 に対する亜鉛 の作用 につい
て詳 しく検討 した。
内皮細胞の増殖は、結果として血管内腔 の抗血栓性 を上昇 させ、正常な内皮機
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能の発現に基づ く血液 と血管組織の恒常性維持に重要であるのに対 し、血管平滑筋
細胞 の増殖 は動脈硬 化巣 の形成 などむ しろ血管 の病理的変化 に寄与す る(Ross,
1993)。正常な血管組織において、血管平滑筋細胞は中膜に静止期の状態で存在す
る。本章において、鉛は血管平滑筋細胞の増殖に対 しては促進的に作用することが
示唆 された。す なわち、細胞増殖を指標 としたとき、血管内皮細胞 と血管平滑筋細
胞は鉛に対 して全 く逆の応答 を示 し、鉛が細胞種に依存 した様式で毒性 を発現する
こ とにな る。 とこ ろで、血 管 内膜 にお ける血管平滑 筋細胞 の増殖 に関 して、
PDGF、aFGFおよびbFGFは 代表的 な細胞増殖 因子であ る とされる(Ross,
















抑制されること、 しか も鉛が細胞内カルシウム濃度を上昇 させる こと(Schanneet
al.,1992)が報告されている。一方、鉛はカルモジュリン感受性のプロセスを活性
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化す るなどカルシ ウム様の作用 を示 すこ とも報告 されている(GoldsteinandAr,
1983;Habermannetal.,1983)。従 って、鉛がカルシウム依存的な経路を介 して内
皮細胞に対 してはその増殖 を阻害 し、血管平滑筋細胞 に対 してはその増殖を刺激す
る可能性が考えられる。本章において、カルシウムイオノフォアであるA23187が
内皮細胞 では13H]チミジンの取 り込 みを減少 させるのに対 し、血管平滑筋細 胞では
増加 させることが示 された。 この結果は、 この2つ の細胞種の増殖応 答が細胞内カ
ルシウムの増加 に よって全 く逆の 調節 を受 ける こと を示 唆 してい る。 また、
A23187が鉛 と同様に内皮細胞増殖を阻害 し血管平滑筋細胞増殖 を促進 させたこ と
は、鉛が細胞内 カルシウム依存性の経路 を介 して内皮細胞および血管平滑筋細胞の
増殖 に対 して毒性 を発現するという仮説に矛盾 しない。 カルシウム依存性の経路が
鉛によって活性化 される機序 として(i)鉛 が細胞内カルシウムイオ ンを増加 させ




しては直接的な促進作用 を示 すことが示唆 された。これ らの作用は他の重金属には





プ ロ テ オ グ リ カ ンは、 コア 蛋 白 と呼 ば れ る蛋 白骨 格 に グ リ コサ ミ ノ グ リカ ン糖
鎖 を共 有 結 合 した分 子 群 で あ り(Hooketal.,1984)、結 合 して い る グ リコサ ミノ グ
リカ ンの 種 類 に よっ て ヘ パ ラ ン硫 酸 プ ロ テ オ グ リ カ ン(HSPGs>お よび コ ン ドロ イ
チ ン硫 酸/デ ルマ タ ン硫 酸 プ ロ テ オ グ リカ ン(CS/DSPGs)に 分 類 され る。 プ ロテ
オ グ リカ ンは 、 ほ とん ど全 て の動 物 組 織 に お い て細 胞 膜 お よび細 胞 外 マ トリ ッ クス
の 構 成 成 分 と し て普 遍 的 に存 在 し、微 小 環 境 の構 築 や グ リ コサ ミノ グ リ カ ンお よび
コ ア蛋 白 と細 胞 増 殖 因子 ・サ イ トカ イ ンな どの機 能蛋 白 との相 互 作 用 を通 じて細 胞
機 能 の 調 節 に 関与 して い る(RuoslahtiandYamaguchi,1991)。血 管 内皮 細 胞 層 は 、
そ の 表 面 に40～50μmの 厚 み を持 った グ リ コ カ リ ックス(Haldenbyetal.,1994)
と よばれ る層 を保 持 して い るが 、 そ の主 成 分 は 主 と してHSPGsで あ る(Marcumet
al.,1986)。HSPGsの生 物 活性 の 多 くは、 ヘ パ ラ ン硫 酸 糖 鎖 と機 能 蛋 白 との相 互作
用 に よ る。 ヘ パ ラ ン硫 酸 は ヘ パ リ ン様 配 列 を含 む基 本 骨 格 を有 し(Naderetal.,
1987)、ア ンチ トロ ン ビ ン 皿(Shimadaetal.,1985)およ びTissuefactorpathway
inhibitor(Novotnyetal.,1991)との 相互 作 用 に よ る血 管 内腔 の抗 血栓 特 性 に寄 与
して い る。
ヘ パ ラ ン硫 酸 は、 内皮 細 胞 お よび血 管 平 滑 筋 細 胞 の 増 殖 を含 む機 能 調節 に も関
与 して い る。塩 基性 線 維 芽 細 胞 増 殖 因子(bFGF)は 血 管 内皮 細 胞 にお け る重 要 な 自
己 分 泌 型 の 機 能 調 節 因子 で あ る(SatoandRifkin,1988)が、 そ の レセ プ ター へ の
結 合 はヘ パ ラ ン硫 酸 に よっ て強 く加 速 され る(Yayonetal.,1991;Rapraegereta1.,
1991;OrnitzetaL,1992)。しか も、 ヘ パ ラ ン硫 酸 に結 合 したbFGFは 、 プ ロテ アー
ゼ に 対 し て 抵 抗 性 と な り(Sakselaetal.,1988)、活 性 発 現 が 持 続 的 に な る
(Flaumenhaftetal.,1989)。また 、HSPGsはbFGFのoligomerizationを誘導 し、
FGFレ セ プ ターの2量 体 化 とそ れ に続 くシ グナ ル伝 達 を促 進 す る(Spivak-Kroizman
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etal.,1994)。一方、血管平滑筋細胞の増殖元進は動脈硬化の初期病変の一つであ
るが 、 内皮 細 胞 が産 生 す るヘパ ラ ン硫 酸 は この増 殖 に対 す る抑 制能 を有 し
(CastellotetaL,1982)、血管内膜 における血管平滑筋細胞の増殖を阻害すること
で動脈硬化進展の防御に寄与 していると考えられている。
前章において、鉛が血管内皮細胞の増殖 を強 く抑制す ることによ り、傷害内皮
細胞層の修復を阻害す ることを明 らかに し、さらに、その過程で、この金属が内皮
細胞のbFGFに対する応答性を低下させることを見い出 した。bFGFの応答性が鉛






は単独で血管内皮細胞 による[3H】チ ミジンの取 り込みを有意に減少させた。抗bFGF
中和抗体で内因性bFGFを ブロックすることによって も内皮細胞の増殖は抑制 され
たが、この抑制作用は鉛によって増強 されなかった。次 に、鉛で前処理 した内皮細
胞のbFGFに対する増殖応答を検討 した。FigE-2に示すように、0.5μM以上の
鉛で12時 間前処理 した内皮細胞において、bFGFによる13HIチミジンの取 り込みの
促進は有意に抑制 された。 これらの結果は、鉛による内皮細胞増殖の阻害が内因性




























































Fig.1-3に、鉛 で処 理 した 内皮 細 胞 層 にお け る内 因性bFGFの 分 布 を示 す 。 細
胞 内 画 分 お よびFGFレ セ プ ター画 分 に結 合 して い るbFGF量 は、 鉛 に よ る有 意 な
影響 を受 け なか っ たが 、HSPG画 分 へ のbFGFの 蓄積 は、 鉛 の 濃 度 依存 的 に有 意 に
減 少 した。 なお 、 各 画 分 のbFGF量 を合 計 して求 め た総bFGF量 に は鉛処 理 に よ る
有 意 な変 化 は認め られ なか った。 従 って 、 鉛 に よ るbFGFに 対 す る応 答 性 の低 下 は 、
bFGFお よびFGFレ セ プ タ ー の産 生 よ りもヘ パ ラ ン硫 酸 の減 少 また はbFGFの ヘ パ
ラ ン硫 酸 へ の結 合 阻 害 に起 因す る こ とが 推 察 され る。
鉛 が ヘ パ ラ ン硫 酸 に結 合 した 内 因性bFGFを 減 少 させ る こ とが示 され たが 、 そ
の 原 因 と して 、鉛 が 直 接 的 にbFGFの ヘ パ ラ ン硫 酸 へ の 結 合 を 阻害 した可 能性 お よ
び鉛 が 内 皮 細 胞 層 のヘ パ ラ ン硫 酸 を減 少 させ た可 能性 が 考 え られ る。Fig.ll-4に、
[i2511bFGFのHSPGsおよ びFGFレ セ プ ター へ の 結 合 に対 す る 鉛 の作 用 を示 す 。
11251]bFGFのFGFレセ プ ターへ の結 合 は鉛 の 影響 を受 け な か った が 、HSPG画 分 へ
の 結 合 は、5μMの 鉛 に よ って有 意 に減 少 した 。 従 って 、 鉛 がbFGFのHSPGsへ
の 結 合 を直 接 的 に阻 害 す る可 能 性 も考 え ら れ る が 、 そ の よ うな 阻 害 が 起 こ る鉛 の 濃
度 は 、 内 皮細 胞 増 殖 が 阻 害 され る濃 度(～2μM)よ りも高 か っ た 。
と こ ろで 、FGFレ セ プ ター は 発 現 して い るがHSPGsを 発 現 して い な い細 胞 に
お い て 、bFGFの レセ プ タ ーへ の 結 合 とそ の 増 殖 促 進 活 性 が ヘ パ リ ン、 ヘパ ラ ン硫
酸 あ る い は ヘ パ リ ン 断 片 を添 加 す る こ とで 回復 す る こ とが 報 告 され て い る(Yayon
eta1.,1991;RapraegeretaL,1991;Ornitzetal.,1992;Aviezeretal.,1994b)。そ こ
で 、 内皮 増 殖 に対 す る 鉛 とヘ パ リ ンの 相 互 作 用 につ いて 検 討 した と こ ろ、Fig,ll-5
に示 す よ うに 、鉛(1pM)に よる 内皮 細 胞 へ の【3Hlチミジ ンの 取 り込 み の 減 少 は 、
ヘパ リ ン に よ って完 全 に回復 した 。 この結 果 か ら、 鉛 によ る内 皮 増 殖の 阻害 作 用 は、
bFGFのHSPGsへ の 結 合 阻害 に よ るの で は な く、 内 皮細 胞 層 中 のヘ パ ラ ン硫 酸 糖 鎖






























































































第2節 鉛 に よるHSPGsの変 化
前節 において、鉛による内皮増殖の阻害がヘパラン硫酸の減少に起因する可能
性が示唆された。そこで、増殖期の内皮細胞によるグリコサ ミノグリカンの産生 に
対 す る鉛 の作 用 につ い て検 討 した 。Fig.ll-6に内皮 細 胞 グ リ コサ ミノ グ リ カ ンへ の
13H】グ ル コサ ミンお よび【35S】硫 酸 の取 り込 み に対 す る鉛 の作 用 を示 す 。 グ リ コサ ミ ノ
グ リカ ン合 成 の指 標 で あ る【3H】グ ル コサ ミ ンお よび【35S]硫酸 の取 り込 み は 、 鉛 に よっ
て細 胞 表 層 と培 地 の両 方 にお い て濃 度 依 存 的 に有 意 に減 少 した。 この 結 果 は 、 鉛 が
増殖期の内皮細胞 によるグリコサ ミノグリカンの産生 を抑制することを示 している。
ところで、HSPGsは異なる遺伝子産物であるコア蛋白によって分子種が決定 さ



















































か に され て い る(BernfieldetaL,1993)。血 管 内 皮細 胞 が 産生 す るHSPGsに は 、
2つ の サ ブ クラス が存 在 す る。 基 底膜 の構 成 成分 で あ る大 型 のパ ー ル カ ン(lozzoet
al.,1994)を含 む 高分 子 量 型 サ ブ ク ラス と細胞 膜 に結 合 して存 在 して い るグ リ ピ カ
ン、 シ ン デ カ ン 、 フ ィプ ロ グ リ カ ン(MertensetaL,1992)および リ ュ ドカ ン
(Kojimaetal.,1992)の4種の小 型HSPG分 子 種 を含 む低 分 子 量 型 サ ブ ク ラス で あ
る。 この う ち、bFGFの レセ プ タ ーへ の 結 合 を促 進 す るの はパ ー ル カ ン に結 合 した
ヘ パ ラ ン硫 酸 糖 鎖 の み で あ り(AviezeretaL,1994a)、そ の他 の小 型 のHSPGsに
結 合 したヘ パ ラ ン硫 酸 糖 鎖 は この よ うな 活 性 を示 さず 、 む しろパ ー ル カ ン に対 して
拮抗 的 に働 く(Aviezereta1.,1994b)。従 っ て、 ヘ パ ラ ン硫 酸 の 量 的 変 化 に よ る内
皮 機 能 の 修 飾 を 知 るた め に は 、 プ ロテ オ グ リ カ ン レベ ル で の 変化 、 す な わ ち各 サ ブ
ク ラス が保 持 す るヘ パ ラ ン硫 酸 量 、ヘ パ ラ ン硫 酸 鎖 の長 さお よび コア 蛋 白量 の 変 化
が解 析 され な け れ ば な らな い 。
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Fig.ll-7に、増 殖 期 の 内皮 細 胞 層 お よび培 地 画 分 に蓄 積 した放 射 活 性 標 識 プ ロ
テ オ グ リカ ンを非会 合 条 件 下 で抽 出 し、 ジエ チ ル ア ミ ノエ チ ル(DEAE)-Sephacel
陰 イ オ ン交換 ク ロマ トグ ラ フ ィー を行 った 結 果 を示 す 。 細 胞 層 お よ び培 地 の両 画分
に お い て 、2つ の[35S】硫 酸 の ピー ク が認 め られ た 。本 条 件 下 にお い て は 、約0.4M
のNaClで 溶 出 され る ピー ク にはHSPGsが 、約0.5MのNaClで 溶 出 され る そ れ に
はCS/DSpGsが 含 まれ る(KinsellaandWight,1986>。細 胞 層 お よび培 地 の 両 画
分 にお い て 、全 て の ピ ー クが 鉛 に よ って 減 少 した が 、 そ の 減 少 は特 にHSPG画 分 に
お い て 顕著 で あ っ た 。従 っ て 、鉛 が 増 殖 期 の 内皮 細 胞 に お け るヘ パ ラ ン硫 酸 の 産生
を特 に 強 く阻害 し、 そ の結 果 細胞 層 の ヘ パ ラ ン硫 酸 量 を 顕 著 に減 少 させ る もの と考
























































Fig.ll-8に、 コ ン ドロ イチ ンABCリ ア ーゼ 消化 に よ って得 た細 胞 層 画分 お よ
び培 地 画分 のHSPGsをSepharoseCL-4Bを用 い て ゲ ル ろ過 し、 分 子 量 に基 づ く分
離 を行 っ た結 果 を示 す 。細 胞 層 画分 お よび培 地 画 分 のHSPGsは、 そ れぞ れ 高分 子 量
型 と低 分 子 量 型 の2つ のサ ブ ク ラス に分 離 され た 。 この うち、 高 分 子 量 型 サ ブ ク ラ
ス は 主 と してパ ー ル カ ンを、 低 分 子 量 型 サ ブ ク ラス は主 と してHSPGsの分 解 産 物 を
含 ん で い る 。鉛 は両 方 の サ ブ ク ラス へ の 【35S】硫 酸 の 取 り込 み を減 少 させ た が 、 高分
子 量 型 サ ブ ク ラス にお い て よ り顕 著 な減 少 が観 察 された 。
Fig.ll-9に、 コ ン ドロ イ チ ンABCリ ア ー ゼ消 化 に よ って得 た細 胞 層 お よび培
地 画 分 のHSPGsを パ パ イ ン また はヘ バ リチ ナ ー ゼ で消 化 後 、SepharoseCレ6Bでゲ
ル ろ過 し、 ヘ パ ラ ン硫 酸 糖 鎖 の特 性 を検 討 した 結 果 を示 す 。酵 素処 理 を しなか っ た
場 合 、対 照 の細 胞 層 お よび培 地 の 両 画分 にお い て 、Voidvolume(Vo)付近 に135S]硫
酸 の 高 い 放 射 活 性 が認 め られ た 。 こ の ピー ク がヘ パ リチ ナ ー ゼ処 理 に よ っ てTotal
volume(Vt)付近 に完 全 に シ フ トした こ とか ら、 この グ リ コサ ミ ノ グ リ カ ン糖 鎖 が








































有することを示 している。この特性 は、鉛で処理 した内皮細胞 において も同様 に認
められた。従 って、鉛による内皮細胞層お よび培地のヘパ ラン硫酸量 の減少はヘパ

























































































Fig.ll-10に、【35SIアミノ酸で標識 したプロテオグリカンの コア蛋白を ドデシル
硫酸ナ トリウムポ リアクリルアミドゲル電気 泳動(SDS-PAGE)によって分析 した
結果を示す。ヘパリチナーゼ処理によって出現するバン ドがHSPGコア蛋白である。
細胞層および培地画分において、HSPGコアが分子量約400kDaの位置に認め られ
た。この大型の コア蛋白は、 ウエスタンブ ロット分析 によってパール カンコアであ
ることが確認 された。細胞層 および培地の両画分 において、パールカンコアは鉛に
よって顕著 に減少 した。この結果は、鉛がパールカンコア蛋白の合成 を阻害す るこ
とによって、細胞層および培 地に蓄積 したパールカン分子数 を減少 させ る可能性 を
示 している。従 って、増殖期 の内皮細胞において、鉛によるヘパ ラン硫酸糖鎖の産










































bFGFは、細 胞 内 にチ ロ シ ンキ ナゼ ー領 域 を持 つFGFレ セ プ タ ー と結 合 す る こ
とに よ っ てそ の 活性 を発 現 す る(GivolandYayon,1992;JohnsonandWilliams,
1993;Jayeetal.,1992)が、bFGFの活 性 が持 続 的 か つ 十分 に発 現 され るた め に は、
bFGFの ヘパ ラ ン硫 酸糖 鎖 へ の結 合 が 必 須 で あ る(Rapraegeretal.,1991;Ornitzet
a1.,1992;Flaumenhaftetal.,1989;Spinvak-Kroizmaneta1.,1994>。本 章 にお い て 、
鉛 が 内 皮 細 胞 のbFGFに 対 す る応 答 性 を低 下 させ る 変化 を 引 き起 こ し、 内 因 性
bFGFの活 性 発 現 が 低 下 した結 果 、 増 殖 が 阻 害 され る 可 能性 が 示 唆 され た。 鉛 に 曝
露 した内 皮 細 胞 にお い て 、 内 因性bFGFの 蓄積 は細 胞 内 画 分 お よびFGFレ セ プ ター
画 分 で は変 化 せ ず 、HSPG画 分 中のbFGFの み が 減 少 した こ とか ら、鉛 がbFGFの
HSPGsへの 結 合 を直接 的 に阻 害 す る可 能 性 も考 え られ るが 、 鉛 が 内皮 細 胞 の 増 殖 を
阻害(【3Hlチミジ ンの取 り込 み の減 少)す る濃 度 はbFGFのHSPGsへ の 結 合 を直 接
的 に 阻害 す る濃 度 よ りも低 い こ とか ら、 こ の現 象 にお け る 直接 的 な結 合 阻 害 の 関 与
は実 際 に は小 さい もの と思 わ れ る。 そ こ で 、 内皮 細 胞 層 の ヘパ ラ ン硫 酸 量 に対 す る
鉛 の 影響 を検 討 した とこ ろ、 鉛 に よるヘ パ ラ ン硫 酸 産 生 の 阻害 が 認 め られ 、 この 現
象 が 増 殖 期 の 内 皮細 胞 にお け るパ ー ル カ ン コア蛋 白質 の 顕 著 な合 成 阻 害 に起 因 す る
こ とが 示 され た 。 従 っ て、 鉛 はbFGFの レセ プ ターへ の 結 合 を促 進 す る唯 一 の プ ロ
テ オ グ リ カ ン 分 子 種 で あ る パ ー ル カ ン分 子 の 産生 を 阻 害 す る こ とに よ り、 内 因 性
bFGFのヘ パ ラ ン硫 酸糖 鎖 へ の結 合 量 を減 少 させ 、結 果 的 に 内皮 細 胞 のbFGFに 対
す る応 答性 を低 下 させ る もの と考 え られ る。
著 者 の所 属 す る研 究 室 で は、 静 止 期 の 内皮 細 胞 で は鉛 が 大 型HSPG分 子 種 パ ー
ル カ ンの 産 生過 程 にお い て コ ア蛋 白の 合 成 に は影 響 を及 ぼ さず 、 この 蛋 白 当 た りの
ヘパ ラ ン硫 酸糖 鎖 数 を減 少 させ る結 果(Kajietal.,1997)、内 皮 細 胞 のヘ パ ラ ン硫





章において、鉛 による増殖期 の内皮細胞プ ロテオグリカンの特徴的な変化が、ヘパ
ラン硫酸糖鎖の短縮お よびコア蛋白当た りのこの糖鎖数 の減少ではな く、パールカ
ンコア蛋白の合成阻害によるパールカン分子数の減少で あ り、その結果 として内皮
細胞 によるヘパ ラン硫酸糖鎖の産生を減少 させることが示 された。 このことか ら、
鉛は内皮細胞 に作用 してヘパ ラン硫酸の産生を阻害するが、そのメカニズムは増殖
期の内皮細胞 と静止期の内皮細胞間で異なるものと考えられる。
血管内皮細胞が産生する全てのHSPG分 子種のヘパラン硫酸糖鎖は、ヘパ リン
様活性 を発現 す ることが知 られてい るが、パ ールカ ンお よび細胞膜結合型小型
HSPG分子種グリピカンはアンチ トロンビンIIIに対する親和性が高 く、内皮細胞 に
よるエ ン ドサイ トーシスを受けずに液相 中に放出され、血管内皮細胞表面の固相お




活性 も低下 させるこ とを示唆 している。一方、bFGFは内皮細胞 の遊走 ・増殖 を刺
激することによって傷害内皮の修復に寄与する(SatoandRifkin,1988)だけでな
く、内皮細胞か らのプラス ミノーゲ ンアクチベーターお よびそのインヒビターの分
泌を制御 して(Yamamotoetal.,1994;KajietaL,1994a)血液線溶系の調節にも重
要 な役割 を果た している。従 って、鉛は内皮細胞層のヘパラン硫酸 を減少させるこ
とによって血管内腔の抗凝固特性 を低下 させ るだけでな く、内皮細胞のbFGFに 対













亜鉛は多 くの生物 において重要な生理的 な役割を果た しているため、必須性の
重金属であるとされているが、血清亜鉛濃 度の低下 と血管病変は相関することが疫
学的に示 されている(Koketal.,1988)。実際、アルブミン透過能を指標 としたと
き、亜鉛欠乏が培養血管内皮細胞の障壁 と しての機能を著 しく低下させることが報
告されている(Henningetal.,1992)。また、亜鉛 は抗酸化的機能と膜安定化 によっ
て不飽和脂肪酸 やサイ トカイ ンによる血管 内皮細胞の傷害 を防御 し、結果 として動
脈硬化病変の発症に対する防御因子 として機能すると考えられている(Wilkinsand
Leake,1994)。しか しながら、内皮細胞の機能調節 における亜鉛の役割はほとん ど
解明 されていない。
ところで、亜鉛はカ ドミウムの毒性 を防御する金属元素 として古 くから研究 さ
れて きた(Probstetal.,1977;StaceyandKlaassen,1981;Webb,1g72;Kajietal.,
1988;OchietaL,1988)。著者の所属する研究室では血管内皮細胞の細胞培養系 を
用いてこれを研 究 し、亜鉛が カ ドミウムの細胞内への蓄積 を減少 させ、結果的にカ
ドミウムの細胞毒性 による内皮細胞 層の傷害 を防御す るこ とを明 らかに している
(Kajietal.,1992c;Kajietal.,1993)。一方、鉛 と亜鉛の相互作用についての報告
は少ないが、個 体レベルでの鉛の毒性が亜鉛 によって軽減 されることが報告されて
いる(Finellietal.,1975;Petering,1978)。従って、増殖阻害に基づ く傷害内皮の
修復阻害 という血管内皮細胞 に対する鉛の毒性発現 も亜鉛によって軽減 される可能
性が考えられる。また、亜鉛 の生理的な役割が鉛によって阻害 される可能性 も否定
で きない。
第1章 において、亜鉛が傷害内皮細胞層の修復を促進することが示唆された。
すなわち、内皮修復 に対 して亜鉛は鉛 と相反する作用を有することが示唆 された。




傷害 された内皮細胞層の修復 に対する亜鉛の効果 を検討 したところ、Fig.皿一1
に示すように基線を越えて傷害部位に現れた細胞数の亜鉛による濃度依存的な増加
が形態学的な観察により明 らかにされた。そこで、傷害部位に現れた内皮細胞数 を
計測 した ところ、5μM以 上の亜鉛による細胞数の有意な増加が認められ、形態学




























































次に修復の重 要な構成部分 である内皮増殖 に対する亜鉛の作用について検討 し
た。Fig.皿一2に、増殖期の内皮細胞数に対する亜鉛の作用を示す。24時 間処理後
において、2uM以 上の亜鉛による細胞数の有意な増加が認められた。また、内皮
細胞への【3H】チミジンお よび[14qロイシンの取 り込みに対する亜鉛の作用 を検討 した
ところ、Fig.皿一3に示す ように、亜鉛による取 り込みの顕著な増加が認められた。
これらの結果は、亜鉛が、内皮細胞の増殖 および蛋 白合成 を充進 させ ることを示 し
てお り、これが亜鉛による傷害内皮細胞層 の修復促進に関連 している もの と推察さ
れる。
血管内皮傷害時には、重篤 に傷害された内皮細胞か ら逸脱 した塩基性線維芽細
胞増殖因子(bFGF)が、近傍の内皮細胞の遊走 と増殖 を促進 させて速やかな内皮修
復を行 うとされる。そこで、亜鉛の内皮細胞増殖促進作用における内因性bFGFの
関与について検討 したところ、Fig.皿一4に示す ように、亜鉛 は単独で13H]チミジン
の取 り込みを有意に増加 させたが、抗bFGF中 和抗体 による内因性のbFGFの枯渇























































































次に、傷害された内皮細胞層の修復 に対する亜鉛 とbFGFとの相互作用 を検討
した。Fig.皿一5に示す ように、傷害部位に現れた内皮細胞数 をbFGFは単独で濃度
依存的に有意 に増加 させ、亜鉛はこの傷害内皮修復促進作用をさらに有意に増強さ
せた。また、内皮細胞のDNA合 成に対す る亜鉛 とbFGFの相互作用を検討 したとこ
ろ、Table皿一1に示すように、内皮細胞への[3H]チミジンの取 り込みに対するbFGF
の促進作用 も亜鉛によって有意に増強 された。 しか しながら、銅 、マンガンお よび
ニ ッケルなどの亜鉛以外の重金属 には、そのような作用は認められなかった。従 っ
て、亜鉛は、bFGFによる内皮増殖促進作用を増強することによって内皮修復 を促進
する特有な重金属であると考えられる。
Fig.皿一6に、血管平滑筋細胞の増殖 に対する亜鉛の作用 を検討 した結果を示す。
20μM以下の亜鉛では、血管平滑筋細胞による[3H】チ ミジンの取 り込みおよび24時
間処理後の細胞数に有意な変化は認め られず、 この金属が単独 では血管平滑筋細胞
の増殖に影響 を及ぼさないことが示された。 しか しなが ら、bFGF存在下における亜









































































































への【3HIチミジンの取 り込み促進が この金属によって有意に増強 された。この結果か




















して傷害 された内皮細胞の修復 を促進することが判明 し、さらにこれとは対照的に、
鉛が内因性 のbFGFの応答性 を低下 させ ることによって内皮増殖 を阻害 して内皮修
復を抑制することが示 された。そこで、本節では傷害血管内皮細胞層の修復 に対す
る亜鉛 と鉛の相互作用 を検討 した。
Fig.皿一7に、傷害 された内皮細胞層の修復 に対する亜鉛 と鉛の相互作用 を形態
学的に検討 した結果を示す。基線を越えて傷害部位に現 れた内皮細胞 数は鉛の濃度
依存的に減少 した(Fig.皿一7B,c)。一方、亜鉛 は単独で傷害部位の細胞数を増加 さ
せた(Fig.皿一7D)が、鉛が共存 した場合(Fig.皿一7E,F)その促進作用は消失 し、
む しろ鉛による抑制が観察 された。この とき、鉛による細胞の退行性変化は認めら
れなかった。基線 を越 えて傷害部位 に現れた内皮細胞数を計測 した ところ、Fig.皿一























































































































































亜鉛の内皮修復促進作用の鉛 による阻害 は、亜鉛 による増殖刺激が鉛によって
阻害 された結果 である可能性 が考 えられる。そこで、内皮増殖 に対す る亜鉛 と鉛の
相互作用 を検討 した。Fig.皿一9に、亜鉛存在下お よび非存在下、鉛で24時 間処理
した増殖期の内皮細胞の形態学的変化 を示 す。鉛は単独 で内皮細胞数 を減少 させた
が(Fig皿一9B,c)、亜鉛は単独でそれを増加させた(Fig.皿一9D)。亜鉛 と鉛が共
存 した場合(Fig.M-9E,F)、細胞の退行性変化 を伴 うことな く亜鉛による細胞数の
増加は抑制 された。また、内皮細胞 のDNA合 成に対する亜鉛 と鉛 の相互作用 を検
討 した ところ、5μM以 上の亜鉛による【3H】チ ミジンの取 り込みの有意な増加が観察
されたが、この現象は10μMの 鉛の存在下では認め られなかった(Fig.皿一10)。
さらに、増殖期の内皮細胞 を亜鉛の存在下および非存在 下、鉛で処理 した ときに培
地中に逸脱 した乳酸脱水素酵素(LDH)活性を調べたが、Tablem-3に示す ように、
その活性 は有意 に変化 しなか った。従 って、亜鉛 による内皮修復促進 に対する鉛の
ノメろ 気'r聖㌻ 蒸受麟 麟
腹,ど 」'





















































































カ ドミウムの細胞毒性 による内皮細胞層の傷害に対 する亜鉛の軽減効果は、亜
鉛が細胞 内への カ ドミウムの蓄積 を減少 させ る ことに起 因 している(Kajietal.,
1gg2c;Kajietal.,1993)。このことから、亜鉛の傷害内皮修復作用に対する鉛の阻
害作用の機序と して、両金属 共存 による細胞内への鉛または亜鉛の蓄積量の変動を
考えることがで きる。一方、亜鉛などの重金属 と強固に結合する蛋白質 としてメタ
ロチオネインが知 られているが、この蛋 白質の合成は様 々な重金属 によって誘導さ
れる。従って、合成誘導 されたメタロチオネインによって細胞内亜鉛が トラップさ
れた可能性 も否定で きない。 そこで、亜鉛の存在下および非存在下、鉛 で24時 間
処理 した内皮細胞 における鉛、亜鉛お よびメタロチオネインの濃度 を測定 した。そ
の結果、Table皿一4に示す ように、細胞内への鉛の蓄積量は亜鉛によって有意に増
加 したが、細胞 内への亜鉛の蓄積 は鉛による影響 を受け なかった。細胞内メタロチ
オネイン量 につ いては、亜鉛 および鉛の単独処理 による増加が認め られたが、鉛 と
亜鉛が共存 した場合の濃度は亜鉛単独時よ りも低い値 を示 した。 しか しながら、内
































よって傷害 された内皮細胞層 の修復 を促進することが示 された。すなわち、傷害内
皮の修復過程 において、内皮細胞は亜鉛 と鉛に対 して全 く逆の応答を示すことが明
らかとなった。亜鉛は不飽和脂肪酸(WilkinsandLeak,1994)やカ ドミウム(Kaji
etal.,1992c)による血管内皮細胞の傷害 を防御する重金属であ り、 またその欠乏が
内皮細胞の障壁 としての機能を著 しく低下させること(HenningetaL,1992)から、
この金属 は内皮細胞層の維持 において生理的に重要な役 割を果たしているものと考
えられている。本章の実験結果は、亜鉛の役割のひとつが内皮増殖の刺激に基づ く
傷害内皮の修復促進である可能性 を示 している。
亜鉛 による血管内皮細胞 への[3H1チミジンの取 り込み促進作用が抗bFGF中和
抗体存在下では認められなか ったことか ら、この金属の内皮増殖促進作用は内因性
のbFGFに依存 していると考えられる。 また、外因性bFGFに よる内皮細胞へ の
【3H]チミジンの取 り込み促進が、亜鉛 によって特 異的に増強されたことか ら、この
金属はbFGFの活性 を増強す る特有 な金属であ り、内因性bFGFの活性の増強を通
じて内皮細胞増殖が促進され、その結果 として傷害内皮 の修復が促進 されるとい う
機序が考えられる。また、血管内皮傷害時に内皮細胞がbFGFに 大量に曝露 したと
き、亜鉛がbFGFの 活性の増強を通 じて速やかな内皮修復に寄与する可能性が示唆
された。従 って、亜鉛が必須微量元素 としてbFGFの活性化に関与 している可能性
も否 定で きない。亜 鉛 によるbFGF活性の増強作 用の メカニズムについ ては、
(i)内皮細胞 および血管平滑筋細胞 にお けるbFGFおよびそのレセ プターの発現
の促進、(ii)bFGFのレセプターへの結合の直接的な促進、(iii)大型HsPG分
子種パールカンの合 成促進、および(iv)bFGFの刺激を細胞内に伝 達するシグナ




ば、ラッ トにおいて、鉛中毒時に認め られる δ一アミノレブ リン酸脱水素酵素の活性
低下は亜鉛投与によって軽減される(Finellietal.,1975)。また、鉛の毒性に対す
る亜鉛の防御効果は、鉛の吸収阻害による生体 レベルでのその蓄積減少あるいはこ
の金属に よって誘発される生物学的障害 の直接的 な回復に よる との考え方 もある
(Petering,1978)。しか しなが ら、本章において、亜鉛存在下においても、鉛は傷
害された内皮細胞層の修復 を阻害することが示された。換言すれば、毒性発現 レベ
ルの鉛が存在す るときには、亜鉛は傷害内皮の修復 を促 進することがで きないこと
になる。従って、鉛が誘発す る動脈硬化 な どの血管病変の発症 には内皮修復 に対す
る亜鉛の促進活性の低下が含 まれる可能性 も考えられる。
内皮細胞増殖は鉛 と亜鉛に対 して全 く逆 の応答 をす ることが示されたが、両者
が共存 した場合、亜鉛 による内皮細胞増殖 の刺激は鉛 によって阻害された。すなわ
ち、鉛は亜鉛による内皮増殖刺激 を阻害す る結果、亜鉛 の内皮修復 を阻害すること
が示唆 された。血管内皮細胞 において、亜鉛は、カ ドミウムの細胞内への蓄積 を減
少 させることによってその細胞毒性 を軽減 させる(Kajietal.,1992c)が、このよ
うな作用は鉛に対 しては認め られず、細胞 内への鉛の蓄積量は亜鉛に よって有意に
増加することが示 された。 また、亜鉛の蓄積量は鉛による影響 を受けず、さらに、
亜鉛によるメタロチオネイン濃度の増加は鉛の共存によって減少 した。従って、鉛
が亜鉛の内皮増殖刺激を阻害する機序 として、鉛による細胞内亜鉛量の減少やメタ
ロチオネインによる細胞内亜 鉛の隔離の増加 は考えられず、細胞 内への鉛の蓄積が
亜鉛 によって増加することに起因する可能性が高い。亜鉛は内因性bFGFの活性の
増強を介 して内皮増殖 を刺激 するので、内皮細胞内に蓄積 した鉛がヘパラン硫酸の








鉛が血管内皮細胞の増殖 を強 く抑制する ことにより、傷害内皮細胞層の修復 を
阻害することを見いだした。一方、血管平滑筋細胞に対 しては、鉛はその増殖 を直
接的に促進することが判明 した。これ らの結果から、鉛 は血管内皮細胞に対 しては
その細胞層の傷 害後の修復の過程で毒性を発現 し、血管平滑筋細胞に対 してはその




鉛による血管内皮細胞の増殖の阻害が、内皮細胞のヘパ ラン硫酸 産生の抑制 に
起因する内因性のbFGFに対する応答性の低下 によることが判明 した。このヘパラ
ン硫酸産生の抑制が、ヘパラ ン硫酸糖鎖の短縮およびコア蛋 白当た りのヘパラン硫
酸糖鎖数の減少ではな く、主 としてパール カンコア蛋白の合成阻害によるパールカ
ン分子数の減少 に起因することが明らかとなった。鉛が増殖期の血管 内皮細胞 にお
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L実 験 材 料
ウ シ 大 動 脈 由 来 血 管 内 皮 細 胞 お よ び ウ シ 大 動 脈 由 来 血 管 平 滑 筋 細 胞 は 、 九 州 大
学 医 学 部 病 理 学 第 一 教 室 の 居 石 克 夫 教 授 お よ び 中 島 豊 助 教 授 よ り供 与 さ れ た 。
RoswellParkMemorialInstitute1640(RPMI1640)培地 、 ダ ル ベ ッ コ変 法 イ ー グ
ル培 地(DMEM)お よ びCa,Mg不 含 リ ン酸 緩 衝 液(CMF-PBS)は 、 ニ ッス イ 製 薬
(東京)よ り、ASF301培 地 は 、 味 の 素(東 京)よ りそ れ ぞ れ 購 入 し た 。 牛 胎 児 血
清(FBS)は 、Summit(Ft,Collins,CO,USA)から購 入 し た 。 組 織 培 養 デ ィ ッ シ ュ
お よ び プ レ ー ト は 、 岩 城 硝 子(東 京)よ り購 入 し た 。 【Methyl-3H)チミ ジ ン
(740GBq/mmoD、L・【14C(U)]ロイ シ ン(13.6GBq/mmol)、D-16-3Hlグル コ サ ミ ン
塩 酸 塩(1480GBq/mmol)、135S]硫 酸 ナ ト リ ウ ム(carrierfree)、
[i2511BoltonHunterlabeled組み 換 え ヒ ト塩 基 性 線 維 芽 細 胞 増 殖 因 子(bFGF)
(400kBq/μ9)およ びEnlightningEnhancerは、NewEnglandNuclear(Boston,
MA,USA)よ り購 入 し た 。Tran35S-labelmetaboliclabelingreagent(consistof～
70%L-【35S]methionine,～15%L-135S]cysteineandother35S・labeledcompounds;44.62
TBq/mmol)は、ICNPharmaceuticals(Irvine,CA,USA)より購 入 し た 。 組 み 換 え
ヒ トbFGFお よ び そ の 中 和 抗 体(anti-bFGFIgG)は 、 そ れ ぞ れGenzyme
(Cambridge,MA,USA)お よ びCollaborativeBiomedicalProducts
(Bedford,MA,USA)よ り購 入 し た 。 酸 性 線 維 芽 細 胞 増 殖 因 子(aFGF)は 、
AustralBiologicals(SanRaman,CA,USA)より購 入 した 。 組 み 換 え ヒ ト血 小 板 由 来
増 殖 因 子(PDGF)(BB・dimer)は 、OncogeneScience(Manhasset,NY,USA)より
購 入 し た 。3-(4,5-dimethyl・thiazol・2・yl)・2,5・diphenyltetrasoliumbromide(MTT)細
胞 増 殖 測 定 キ ッ トは 、ChemiconInternational(Temecula,CA,USA)より購 入 した 。
bFGF測 定 キ ッ ト 、ECLウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 検 出 試 液 、Horseradish
peroxidase・linkedproteinA、ニ トロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン(HyboundTMECL)およ
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び ハ イ パ ー フ ィ ル ムECLは 、Amersham(England)より購 入 した 。 抗 パ ー ル カ ン
コ ア 蛋 白 ウ サ ギ抗 体(EY-9)は 、JohnHassell博士(ShrinersHospitalforCripPled
Children,Portland,OR,USA)より供 与 さ れ た 。 ミ ニ カ ラ ム(10ml-Biorad
econocolumn)は、BioradLaboratories(Hercules,CA,USA)より購 入 した 。
SepharoseCL-4B、SepharoseCL6Bおよ びPD-10カ ラ ム(disposableSephadexG・
25)は 、PharmaciaBiotechAB(Sweden)より購 入 し た 。 ト リ プ シ ン(1:250)お
よ び ゼ ラ チ ン は 、DifcoLaboratories(Detroit,MI,USA)より購 入 した 。 ジ エ チ ル ア
ミ ノ エ チ ル(DEAE)-Sephacel、ベ ンザ ミ ジ ン塩 酸 、 フ ェ ニ ル メ タ ンス ル フ ォ ニ ル
フ ル オ リ ド(PMSF)、 ト リス ハ イ ドロ キ シ メ チ ル ア ミ ノ メ タ ン(Trisbase)、 デ
キ ス ト ラ ン ブ ル ー 、 パ パ イ ン 、 ヘ パ リ チ ナ ー ゼ(EC4.2.2.8.derivedfrom
Flavobacteriumheparinum)およ び ヘ パ リ ン(derivedfromporcineintestinal
mucosa)は、Sigma(St.Louis,MO,USA)より購 入 した 。 プ ロ ナ ー ゼ お よ び ウ シ 血
清 ア ル ブ ミ ン(BSA)は 、BoehringerMannheim(Germany)お よ びMiles
(Kankakee,IL,USA)よ・りそ れ ぞ れ 購 入 した 。 コ ン ドロ イ チ ンABCリ ア ー ゼ(EC
4.2.2.4.derivedfromProteusvulgaaris)は、 生 化 学 工 業(東 京)よ り購 入 し た 。 尿
素 、 フ ェ ノ ー ル レ ッ ド、 過 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 、 乳 酸 脱 水 素 酵 素(LDH)測 定 キ ッ ト
お よ び ト リ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー(derivedfromsoybean)は、 和 光 純 薬(大 阪)よ り
購 入 し た 。X線 フ ィ ル ム(XAR-5)、 現 像 液(GBX-developerandreplenisher)およ
び 固 定 液(GBX-fixerandreplenisher)は、EastmanKodakCompany(Rochester,
NY,USA)よ り購 入 し た 。 ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 、 塩 化 セ チ ル ピ リ ジ ニ ウ ム
(CPC)、HEPES、EDTA、EGTA、 硝 酸 鉛 、 硫 酸 亜 鉛 お よ び そ の 他 の 試 薬 は 、 ナ カ
ラ イ テ ス ク(京 都)よ り購 入 した 。
2.細 胞 数 の計 測 お よび細 胞 毒 性
血 管 内皮 細 胞 を100mmデ ィ ッ シ ュ中 で 、37℃、5%CO2inairの条 件 下 で 、
10%FBS含 有RPMI1640培 地 で コ ン フル エ ン トまで培 養 した 。 この細 胞 を24穴
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培養プレ 一ートに1x104cells/cm2の密度で播種 し、10%FBS含有RPMI1640培





濁液に合 わせた。この細胞懸濁液に トリパ ンブルーを加 えた後、その一部を取 り、
血球計算盤で生細胞数を計測 した。別の実験においては、増殖期の血管内皮細胞 ま
たは血管平滑筋細胞 を新鮮 な無血清ASF301培地中で硫酸亜鉛(2.0,5.0,10また
は20pM)で24時 間処理 し、処理後MTTア ッセイにより細胞数を計測 した。ま
た、処理後に回収 した培地中に含まれるLDH活性 を測定 し、非特異的細胞傷害(細
胞毒性)の 指標 とした。
3.DNAお よび蛋 白合 成
6穴 プ レー トに調 製 した増 殖 期 の血 管 内 皮 細 胞 また は 血 管 平 滑 筋 細 胞 を新 鮮 な
無 血 清ASF301培 地 中 で硝 酸 鉛(0.5,1.O,2.O,5.0また は10μM)、 硫 酸 亜 鉛
(2.0,5.0,10また は20μM)ま た はそ の 両 方 で 、37℃、24時 間 処理 した。 血 管 内
皮 細 胞 にお い て は処理 終 了 前3時 間 に【3Hlチミジ ン(10kBq/ml)また は114qロイ
シ ン(25kBq/ml)で、 血 管 平 滑 筋 細 胞 にお い て は終 了 前6時 間 に[3H]チミジ ン
(20kBq/ml)でパ ルス ラベ ル した。 処 理 後 、 培 地 を除 去 し細 胞 層 を氷 冷CMF・PBS
で2回 洗 い、 氷 冷CMF・PBS存在 下 で ラバ ー ポ リス マ ンで 細 胞 層 をか き取 り、細 胞
懸濁 液 を回 収 した 。 回収 後 、 ウエ ル をCMF-PBSで 洗 い 、対 応 す る細胞 懸 濁 液 に加
えて超 音 波 処 理 し、細 胞 ホ モ ジ ネ ー トを調 製 した 。細 胞 ホ モ ジ ネ ー トの5%ト リ ク
ロ ロ酢 酸 不 溶性 画分 へ の 放 射 活性 の 取 り込 み を液 体 シ ンチ レー シ ョン カ ウ ン ター で
測定 した 。 ホモ ジ ネー トの 一 部 を蒸 発 乾 固 し、 蛍 光 法 に よるDNAの 測 定(Kissane
andRobins,1958)に供 した 。
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4.形 態 学 的 観 察
6穴 培 養 プ レ ー トに 調 製 し た 増 殖 期 の 血 管 内 皮 細 胞 を 、新 鮮 な無 血 清ASF
301培地 中で 、硝 酸 鉛(0.5,1.0,2.0,5.0また は10μM)、 硫 酸 亜 鉛(10μM)ま た
は そ の 両 方 で 、37℃ 、24時 間処 理 した 。 処 理 後 、細 胞 層 をCMF-PBSで2回 洗 い 、
メ タ ノー ルで 固定 後 、 ギ ムザ 液 染 色 して光 顕 的 観 察 を行 っ た。
5.傷害内皮細胞層の修復
血管内皮細胞を6穴 プレー トに10%FBS含有RPMI1640培地でコンフルエ
ン トまで培養 し、剃刀の刃 をウエルの中央 部の裏側にあ らか じめ引いた基線に垂直
に押 し当て、剃刀のエ ッジに沿ってラバーポリスマンで細胞層の半面 を削 り取 り、
無血清ASF301培地で細胞層 を2回 洗い、削 り取った細胞 を完全に取 り除いた。
残 った細胞を新鮮 な無血清ASF301培 地中で、硝酸鉛(0.5,1.0,2.0,5.0または
10μM)、硫酸亜鉛(2.0,5.O,10または20μM)ま たはその両方で、37℃、24ま
たは48時 間処理 した。処理終了後、細胞 をギムザ液染色 し、基線付近 を形態学 的
に観察 し、基線 を越 えて傷害部位 に現れた細胞数を計測 して修復の指標 とした。
6.bFGFの 定量
6穴 培 養 プ レー トに調 製 した増 殖 期 の血 管 内 皮 細 胞 を新 鮮 な無 血 清ASF301
培 地 中で 、硝 酸 鉛(1.0,2.0また は5.0μM)で 、37℃、48時 間処 理 した。 処 理 後 、
培 養 プ レー トを氷 上 に移 し、培 地 を取 り除 き、細 胞 層 を氷 冷CMF-PBSで3回 洗 っ
た 。 細胞 層 を氷 冷2M塩 化 ナ トリウ ム含 有20mMHEPES緩 衝液(pH7.5)で2
回洗 い 、 低 親和 性 ヘ パ ラ ン硫 酸 プ ロ テ オ グ リカ ン(HSPGs)に結 合 して い るbFGF
を 回収 した(HSPG画 分)。 次 に 、細 胞 層 を氷 冷CMF-PBSで1回 洗 っ た後 、氷 冷
2M塩 化 ナ トリウ ム含 有20mM酢 酸 ナ トリウ ム緩衝 液(pH4.0)で2回 洗 い 、
高 親和 性FGFレ セ プ ター に結 合 したbFGFを 回収 した(FGFレ セ プ ター画 分)。
CMF・PBSで細 胞 層 を1回 洗 った後 、細 胞 層 をOD2%EDTA含 有0.25%ト リプ
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シ ン溶 液 で37℃ 、5分 間処 理 した。 処 理 後 、 ウエ ル に42mM大 豆 トリプ シ ンイ ン
ヒ ビ ター を加 え トリプ シ ンの 反 応 を停 止 させ た後 、細 胞 懸 濁 液 を回収 した。 ウエ ル
をCMF-PBSで洗 い 、 洗 液 を細胞 懸 濁 液 に合 わ せ た。細 胞 懸 濁 液 を800xg、3分
間 遠 心 し、 上 清 を取 り除 い た。 沈殿 した 細 胞 をCMF-PBSで1回 洗 っ た後 、 プ ロ テ
アー ゼ イ ンヒ ビ ター(10mMEDTA、0.1M6一 ア ミノヘ キサ ン酸 、5mMベ ンザ ミ
ジ ン塩 酸 塩 お よ び1mMPMSF)含 有CMF・PBSを加 え懸 濁 した 後 、凍 結 融 解 を3
回繰 り返 し細 胞 膜 を破 壊 し、18000xgで5分 間遠 心 した後 、細 胞 内bFGFを 含 ん
で い る上 清 を回収 した(細 胞 内 画分)。HSPG画 分 、FGFレ セ プ タ ー画 分 お よ び細
胞 内 画 分 に含 ま れ るbFGFをELISAシ ス テ ム(AmershamLifeScience,RDN
2158)を用 い て定 量 した 。 細 胞 懸 濁 液 の 一 部 を用 い て 細 胞 数 を計 測 し、 各 画 分 の
bFGFの含 量 をpg/105cellsで表 した。
7.細 胞 表 面 のHSPGsお よ びFGFレ セ プ ターへ のbFGFの 結 合
6穴 培 養 プ レー トに播 種 した 血 管 内皮 細 胞 を10%FBS含 有RPMI1640培 地
中 で サ ブ コ ン フ ル エ ン トまで 培 養 した 。 プ レー トを氷 上 に移 し、培 地 を捨 て 、 氷 冷
CMF-PBSで細 胞 層 を3回 洗 い 、4ng/ml【i251]bFGFを含 む結 合 培 地(DMEM、
0.15%ゼラチ ン、20mMHEPES、pH7.5)中 で 、硝 酸 鉛(1.0,2.0また は5.0μ
M)存 在 下 、4℃ 、3時 間 イ ンキ ュ ベ ー トした 。 イ ンキ ュ ベ ー ト後 、細 胞 層 を氷 冷
O.1%BSA含有CMF-PBSで3回 洗 い 、 上記 と同 じ方 法 でHSPG画 分 お よびFGF
レセ プ タ 一ー・一画 分 を調 製 した 。 各 画分 に含 まれ る[i2511bFGFの放 射 活 性 を ガ ンマ カ ウ
ン ター を用 い て測 定 した 。1μ9/ml非放 射 性bFGF存 在 下 で 同様 に11251]bFGFの結
合 を測 定 し非特 異 的結 合 と し、各 画分 の放 射 活性 の値 か ら差 し引 い た。
8.血 管 内皮 細 胞 グ リコサ ミノ グ リカ ンへ の13H]グル コサ ミンお よび135S】硫 酸 の 取
り込 み
6穴 培養 プ レー トに調 製 した 増 殖 期 の血 管 内皮 細 胞 を 、200kBq/mlI3H]グル コ
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サ ミ ンお よび740kBq/ml【35S1硫酸 を含 む無 血 清ASF301培 地 中で 、硝 酸 鉛(O.1,
0.2,0.5,1.0また は2.0μM)で 、37℃ 、48時 間 処理 した 。処 理 後 、培 地 を回 収 し、
細 胞 層 をCMF-PBSで洗 い 、洗 液 を回 収 した培 地 に加 え た(Medium画分)。 細 胞 層
を0.02%EDTA含 有0.25%ト リプ シ ン溶 液 で37℃ 、5分 間 処 理後 、細 胞 懸 濁 液
を 回収 し、CMF-PBSでウエ ル を洗 い 回 収 した細 胞 懸 濁 液 に加 えた 。 この 細 胞 懸 濁
液 を1500xg、15分 間遠 心 して上 清 を回 収 し、 これ をCellsurface画分 と した
(Gilletal.,1981)。残 っ た沈殿 にCMF-PBSを加 え た後 、超 音 波 処 理 し、 乾燥 後 、
蛍 光 法 に よ ってDNAを 定 量 した。Medium画分 お よびCellsurface画分 中の グ リコ
サ ミノ グ リカ ンに取 り込 ま れ た放 射 活 性 をCPC沈 殿 法(Wastesonetal.,1973)に
よ って 測 定 した 。 す な わ ち、 各 画分 を3mg/mlプ ロ ナ ーゼ存 在 下 、50℃ で3時 間
水 浴 中で イ ンキ ュベ ー トした。 次 に、 キ ャ リヤ ー と して コ ン ドロ イチ ン硫 酸A(4
mg/ml)およ びCPC(O.5%)を 加 え て37℃ で30分 間処 理 した 。処 理 後 、1500x
gで10分 間遠 心 し、 グ リ コサ ミノ グ リ カ ンーCPC複 合 体 を沈 殿 させ た 。 沈 殿 物 を
4M塩 化 ナ トリウ ム溶 液 で溶 解 し、80%エ タノ ー ル を加 え て再 び懸 濁 させ 、1500
xgで10分 間 遠 心 した。 上 清 を除去 し、 沈殿 を蒸留 水 に溶解 し、 溶 液 中 の放 射性 活
性 を液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー で測 定 した 。得 られ た 結 果 は対 応 す るDNA
量 で補 正 し、dpm/pgDNAとして 表 した 。
9.血 管 内皮 細 胞 プ ロテ オ グ リカ ンの 解 析
9.1.血 管 内 皮細 胞 プ ロ テ オ グ リカ ンの抽 出
100mmデ ィ ッシ ュ に調 製 した増 殖 期 の 血 管 内皮 細 胞 を、3.7MBq/ml【35S1硫酸
を含 む無 血 清ASF301培 地 中で 、硝 酸 鉛(2μM)で 、37℃ 、48時 間処 理 した 。
処 理 後 、 培 地 を回 収 し、 終 濃 度 が8Mと な る よ うに尿 素 を加 え、培 地 画分 と した 。
細 胞 層 を氷 冷CMF-PBSで洗 い 、8M尿 素 、0.1Mア ミノヘ キ サ ン酸 、5mMベ ン
ザ ミジ ン塩 酸 、10mMN一エ チ ル マ レイ ミ ド、2皿MEDTA、0.1M塩 化 ナ トリ ウム 、
50mMTrisbase、0.1MPMSFおよび2%TritonX-100を含 む 細胞 抽 出 液(pH
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7.5)を加え、4℃ で15分 間抽出した。抽出後、ラバーポリスマ ンで細胞層を回収
し、細胞抽出液でディッシュを洗い、洗液を回収液に加え細胞層画分とした。別に、
内皮細胞 を135Sl硫酸を含 まない無血清ASF301培地中で同 じ条件下で鉛処理 し、細
胞数を計測 し、放射活性の補正に用いた。
9.2.DEAE・Sephacel陰イ オ ン交換 ク ロマ トグ ラ フ ィー に よ る内皮 細 胞 プ ロテ オ グ
リカ ンの 分 離 お よび ゲ ル ろ過 に よる内 皮 細 胞HSPGsの 分 析
培 地 お よ び細 胞 層 か ら得 られ た抽 出液 をO.1M塩 化 ナ トリ ウム含 有8M尿 素
緩 衝 液(8M尿 素 、2mMEDTA、50mMTrisbase、0.5%TritonX-100、pH
7.5)に平 衡 化 したPD-10カ ラムで ゲ ル ろ過 し、分 子 量3000以 上 の画 分 を得 た。
得 られ た放 射 活 性 を別 に計 測 した細 胞 数 で補 正 後 、DEAE-Sephacelカラ ム(5ml)
に ア プ ラ イ し、8M尿 素 緩 衝 液30m1で カ ラム を洗 った後 、 同緩 衝 液 中 で0 .1M
か ら0,7Mま で直 線 的 なNaCl濃 度勾 配 をか け、 カ ラム に結 合 した 陰性 荷 電 物 質 を
10m1/hの流 速 で 順次 溶 出 させ 、 荷 電 密 度 に基 づ く分 離 を行 っ た。
別 に 、PD-10カラム に よ って得 た 高 分 子量 物 質 を0.25M塩 化 ナ トリウ ム含 有
8M尿 素 緩 衝 液(pH7.5)に平 衡 化 したDEAE-Sephacelミニ カ ラ ム(0.3ml)にア
プ ラ イ し、 同緩 衝 液 で カ ラ ム を洗 っ た後 、3M塩 化 ナ トリウム 含 有8M尿 素 緩衝
液(pH7.5)0.9mlで溶 出 し、放 射 活性 な プ ロテ オ グ リ カ ン を濃 縮 した 。濃 縮 サ ン
プル の 一 部 にキ ャ リア ー と して80mg/mlコ ン ドロ イチ ン硫 酸Aを 添加 し、3倍 量
の1,3%酢 酸 カ リウ ム含 有95%エ タノ ー ル を加 え、 プ ロ テ オ グ リカ ンを沈 殿 させ
た。HSPGsを得 る た め に、O.1mg/mlBSAおよ び3mM酢 酸 ナ トリウ ム含 有50
mMト リス塩 酸 緩 衝 液(pH8.0)中で 、1.7U/mlコン ドロイ チ ンABCリ ア ーゼ で 、
37℃、4時 間処 理 し、 コ ン ドロ イチ ン/デ ル マ タ ン硫 酸鎖 を消化 した 。 消化 した サ
ンプル をSepharoseCL-4Bカラム(0 .9x80cm)に ア プ ラ イ し、4M塩 酸 グア ニ
ジ ン緩 衝 液(4M塩 酸 グ アニ ジ ン、0.1M硫 酸 ナ トリウ ム、O.1MTrisbase、2.5
mMEDTA、O.5%TritonX-100、pH7.0)中でゲ ル ろ過 を行 い、HSPGサ ブ ク ラス
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の 分 離 を行 っ た。
残 りの 濃 縮 サ ンプ ル を3等 分 し、 コ ン ドロイチ ンABCリ ア ー ゼ で消 化 し、1,3
%酢 酸 カ リウ ム含 有95%エ タ ノ ー ルで 沈殿 させ 、 以 下 の よ うに処 理 した 。(1)0.2
M塩 化 ナ トリウ ム含 有0.1Mト リス塩 酸 緩 衝 液(pH7.0)に 溶 解 した 。(2)HSPGs
か らヘ パ ラ ン硫 酸 鎖 を得 る た め に 、5mMEDTAお よび5mMシ ス テ イ ン含 有O.1
M酢 酸 ナ トリ ウム 緩 衝 液(pH7.5)中 で 、30mg/mlパパ イ ンで、65℃ 、4時 間 処
理 し、 コア蛋 白 を消 化 した。(3)ヘパ ラ ン硫 酸 鎖 を 同定 す るた め に、10mM酢 酸 カ
ル シ ウ ム含 有0.2Mト リス塩 酸 緩 衝 液(pH7.0)中で 、101U/mlヘパ リチ ナ ー ゼ で 、
37℃、4時 間処 理 し、ヘ パ ラ ン硫 酸 鎖 を分解 した 。処 理 後 、SepharoseCL-6Bカラ
ム(0.9x80cm)に ア プ ライ し、0.2M塩 化 ナ トリ ウム含 有0.1Mト リス 塩 酸緩 衝
液(pH7D)で ゲ ル ろ過 を行 い 、 パ パ イ ンお よび ヘ パ リチ ナ ー ゼ処 理 に よ るヘ パ ラ
ン硫 酸 糖 鎖 の 分 子 量 の 変 化 を分 析 した 。 グ リ コ サ ミ ノ グ リ カ ン の 分 子 量 は 、
Wasteson(1971)によっ て示 され たKav値 に対 す る糖 鎖 の 分 子 量 の 対 数 曲線 を用
い て 算 出 した 。Voidvolume(Vo)およびTotalvolume(Vt)は、 デ キス トラ ンブ
ル ーお よ び フ ェ ノー ル レ ッ ドの 溶 出位 置 で 見積 もった 。
9.3.コ ア蛋 白の 分析
100mmデ ィ ッ シ ュ に調 製 した 内皮 細 胞 を、1MBq/mlTran35S-labelmetabolic
labelingreagentを含 む新 鮮 な無 血 清ASF301培 地 中で 、硝 酸 鉛(2μM)で48時
間 処 理 した。 処 理 後 、 培 地 お よ び細胞 層 か ら、8M尿 素 存 在 下 、 非 会 合 条 件 下 で プ
ロ テ オ グ リカ ン を抽 出 し、 培 地 画 分 お よび 細 胞 層 画 分 を 得 た。 そ れぞ れの 画 分 を細
胞 数(1x106cells)で補 正 後 、0.25M塩 化 ナ トリ ウム 含 有8M尿 素緩 衝 液(pH
7.5)で平 衡 化 したDEAE-Sephacelミニ カ ラ ム(Q3ml)に ア プ ライ し、 同緩 衝 液
30mlで カ ラム を洗 っ た後 、3M塩 化 ナ トリ ウム含 有8M尿 素 緩 衝液(pH7.5)
09mlで 溶 出 した 。 溶 出 液 を2等 分 し、 一 方 をヘパ リチ ナ ー ゼ処 理 した 。処 理後 、
各 サ ンプ ル を還 元 条 件 下 、4～12%ポ リア ク リル ア ミ ドグ ラジ エ ン トゲ ル に ア プ ラ
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イ し、Laemmli(1970)の方 法 に 従 いSDS・PAGEを 行 い 、Enlightningenhancerで
処 理 後 、 ゲ ル を 乾 燥 さ せ 、-70℃ でKodackXAR・2フ ィ ル ム を 用 い て フ ル オ ロ グ ラ
フ ィ ー を 行 っ た 。 別 に 、 パ ー ル カ ン コ ア の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト分 析 を 行 うた め に 、
非 放 射 性 サ ン プ ル のSDS-PAGEゲ ル を25mMト リ ス 転 写 緩 衝 液(25mMTris
base、20%メ タ ノ ー ル 、pH9.5)に 平 衡 化 し、 ニ トロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン に180
分 間 プ ロ ッテ ィ ン グ した 。 メ ン ブ レ ン を ブ ロ ッ ク した 後 、 一 次 抗 体(EY・9、diluted
1:800)で 、4℃ 、 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し、 二 次 抗 体(horseradishperoxidase-
linkedproteinA)を室 温 で1時 間 一 次 抗 体 に結 合 させ た 。 二 次 抗 体 をECLウ エ ス
タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 検 出 試 液 に よ り発 色 させ 、HyperfilmECL上で 検 出 した 。
10.細 胞 内金 属 量 お よび メ タロ チ オ ネ イ ン量
60mmデ ィ ッシ ュ に調 製 した増 殖 期 の血 管 内皮 細 胞 を 、新 鮮 な無 血 清ASF301
培 地 中で 、 硝 酸 鉛(10μM)、 硫 酸 亜 鉛(10μM)ま た はそ の 両 方 で 、37℃、24時
間 処 理 した。 処 理 後 、培 地 を取 り除 き、 氷 冷CMF-PBSで細 胞 層 を2回 洗 っ た後 、
細 胞 層 を氷 冷2mMEGTA含 有CMF-PBSで3回 洗 い 、細 胞 層 表 面 の 金 属 を除 去
した(BlazkaandShaikh,1991)。そ の 後 、細 胞 層 を0.25Mス ク ロ ース 存在 下 、
ラバ ー ポ リス マ ンで か き取 っ て 回 収 し、 ウ エ ル をス ク ロ ー ス で洗 い 、 洗 液 を細 胞 懸
濁 液 に加 えた 。 細 胞 懸 濁 液 を超 音 波処 理 し、 ホ モ ジ ネー トを調 製 し、 そ の 一 部 を フ
レー ム レス原 子 吸 光 光 度 計(日 本 ジ ャー レル ア ッシ ュ社 製AA8500)に よ る鉛 お よ
び亜 鉛 の 定 量 に 供 した。 ホモ ジ ネ ー ト中 の メ タ ロチ オ ネ イ ン を、以 下 に示 す カ ドミ
ウ ムー ヘ モ グ ロ ビ ン法(OnosakaetaL,1978)によ り定 量 した 。細 胞 ホ モ ジ ネ ー ト
の うち0.5mlを マ イ ク ロチ ュ ー ブ に移 し、0.1Mト リス塩 酸 緩 衝 液(pH8.0)0.5
m1お よび10μg/ml塩化 カ ドミウム0.05mlを加 え混和 後 、 室 温 に10分 間放 置 し
た 。放 置 後 、2%ウ シヘ モ グ ロ ビ ン0.1mlを 加 え 、2分 間 煮 沸 し、10000xg、
5分 間遠 心 した。 これ を3回 繰 り返 した後 、 フ レー ム レス原 子 吸 光 光 度計 を用 い
て上 清 の カ ドミウム量 を測 定 し、細 胞 内 メ タロチ オ ネ イ ン量 を算 出 した。
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11.統 計 学 的処 理
実 験 結 果 の 統 計 的有 意 差 は 、Studentのt一検 定 ま た は 分 散 分析 で 分 析 し、P〈
0.05を有 意 と した 。
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